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Dynamic cantrast-enhance magnetic resonance imaging (DCE-MRl) allows non- 
invaslve evalualjon d neo-vascular~ratiorr. As DCE-MRI is increasingly used to evaluate 
tumor progression, we sought to better ernderstan~d it and its application in oncology, and 
to invesfigab a new application for DCE-MR1 in c.srrdiiowrascular disease, 
Chs4pker 2 
Endolthelial transfer ~oefficient (in@., k f S  values), as measured with DCE-MRI, shows 
equal correlation wlth hirijtologic findings (i e., MVD) when either gadopentetate 
dimeglumi~ne or ultra-small iron-oxide parkles (USPIO) are used. 
To our knowledge, this is; the first dudy that reveals a s~gnificant correlation between eS 
and MVD with gadlopentet~fe d~irneglurnin~e with use of a cl~n~cal MR imaging unlit and a 
huma,n colon cancer 0ell line inoculated in animals. 
Our findings suggest that the krnetic physiologic properties of gadopelnZelate 
dimeglwmine are as good as those of WSPlO For calculating the endothelia transfer 
coefficient eS Extended characterizatuan of the tumor microenvironment, such as 
determination of the local blood volume fraction, might benefit m~ore from new large- 
rnollecular contrast agents or optilmired use of existmg agents. 
Chapfar 3 
DEE-MRI derived m~c~rocrrculatory characteristics depend oln the choice of contrast 
agent. 
Dynamic contrast-enhanced MR irnagirrg-derived kinetic parameters (i.e , b f s  and P") 
inc~reiase in magnitude and spatial heterogeneity as the molecular weight of dendritic 
contrast agent decreases. These findings may aid in choosing the best contrast agent for 
dynamic contrast-enhanced MR imaglng, for example for evaluating effects of 
antiangiogenesis a~nd other antitumor treatments. Depending on the biologic effects of 
the treatment strategy, high-molecular-weight contrast agents might be preferred aver 
low-molecula~-weig~ht contrast agents in the evaluation of reductions in microvessel 
permeabillity and vascular volume. Low-molecular-weight contrast ag~ents might be more 
applicable in the evaluation of therapeutic reductions in magnitude and heterageneity of 
rmic~rocirculalorgs blood flow. 
Chapter 4 
Effects of the iangtostatic compounds anglnex and TNP4SO on turnlor a~ngiogenesis ican 
be assessed by DCE-MRl on a clinical 1.5 Tesla MR system and with the clinically 
available contrast ag~lnt g~adopentetate dimeglumlne. 
0u11r prelim~ln~ary esults sug~gest hat DCE-MRI with a clinical 1.5 Tesla MR system and a 
widely available, low molecular weight contrast agent may be used to evaluate the 
effects of anglaslalic compounds on tumor a~ngiogenesis fln an anlrnal solid tu~mor model. 
Chapter 5 
Significant radiation therapy related microc~~rculaXion chang~es in locally advanced rectal1 
cancer were demonstrated by DCE-MRI and histology. 
While, conventnonal gaalolin~~um-enhance MR sequences have limited addllit~onal vallwe 
for rn~lrphologic diagnost~c assessment of rectal cancer, new gadol~n~urm-enhanced MR 
protocols, sulch as DCE-WRI, will complement conwentional imaging of tissue 
morphiolog~y by non-~nvasive evaluation of (tumor) tissue physiology. DCE-MRI was usedl 
here to show that radiation therapy alone significantly inhibits ang~iogenesis in rectal 
cancer. Developments in anti-ang~iogenesls therapy are improving the prospects for 
anticancer treatment, including dissernunated coloreclal d~seas~e, when combined with 
inleoadjwvant radiation therapy, or chemotherapy. This study pmv~idles a reference far 
future evaluations of additwe effects of anti-angiogenesis treatments that are 
supplemented to neoadjwvant radiation therapy nn rectal cancer. 
Chapter 6 
Serial MR imaging demonstrated recovery of muscll~e perfusion and collateral vessel 
growjrth in a rabbit femoral artery ligation model. 
MI? imaging visualized newly formed collateral vessels by MRA complemented with 
quantitative perfusion information for the lower hindlimb muscles obtained by 
DCE-MIRI. DCE-MRl showed redudion and recovery of blood inflow to the distal end af 
the hilndli~mb, after femoral artery ligation, lni terms of the arteriai inflow delay times, andl 
showed reduction and recovery of muscle blood flow in terms of the endothelial tra,nsfer 
coefficient (fes). 
Recently, it was reported '"hat MRl documented collateral vessel growth by MRA and 
ii~n changes tissue pehsion by MIR spectroscopy in patients with critical l~mb ischemia at 
three and nine months after terasclular endotlhelial growth factor gene therapy. 
Considering the results of the short-term follow-up in this study, it might be hypothesized 
that MRI is useful for evaUuatilng even earlier effects of treatments that stim~ulate neo- 
vascularization, by utilizing DCE-MRI and high spatial resolution MRA. Further worlk, 
including disease (e.g. diabetic) models may show whether DCE-MRI and MRA 
combined is indeed successful for evaluating peripheral arterial disease and the effects 
of treatments that stimulate vessel development and grolwth. 
I Chapfer 7 
Contrast-enhanced MR-angiography (MIRA) allows for serial and non-inwasive evaluation 
of early collateral vessel growth with sub-millimeter vessel d~lameters. 
To our knowledge, this is the first visualization of collateral vessel growth by serial MRA 
in a rabbit fernoral artery l~gation model in correlation with XRA, and with wise of a clinical 
1.5 Tesla MRI system and a clinicallly approved MR contrast agent. The sub-millimeter 
sized collateral vessels th,at were visualized by MRA represen~ted those arteries that 
were responsible (>98%) for the bload flow recovery 
I Furlher studies, for inslanice in diabetl~c models and in therapeutically enhanced rrso- 
~asculanration, may show the value of MRA in detectmg perturbations in collateral 
vessel growth uln ischemic disease. 
Chapter 8 
Dendnitic contrast agents are well suited for ser~al contrast-enhanced MRI of 
sub-millimeter-sized blood wessells and evaluating tumor mi~crocilrculatory characteristics 
by dynamic contrast-enhanced MRI in micle. 
Gcl(III)DTPA-terminated poly(propyllene ~m~ne)  dendrimers GI, G3, and G5 sh~ow an 
increase of both tlhe TI and T2 relaxivities with increasilng molecular weight The results 
in blood plasma as described here are in good agreement with earlier measurements in 
citrate buffelr; showing that these dendritic contrast agents have negl~ig~ib'le interactions 
3 
with blood plasma proteins, All contrast agents presentled show renal clearance on 
dynamic contrast-enhanced MR images, Higher generations of the dendritic contrast: 
agents display higher signal enhancement an~d lower concenYraP~on detection limits 
Further rasearch is nacessay to demonstrate the @Racy ioif Gd(III)DTPA-fundionalized 
poly(propyllerne imine) dendrimer~ as contrast agents far rnolelcwla~r MR Imaging 
Gangbare MR1 toepassingen znjn geschukt om macroscopische velranderinge~n ven (ziek) 
weefsel te visualiseren, zoals de grootte van een tumor of vemauwing~en in een 
bloedvat Maar om microsmpische processen te evalueren zijn meer slpecifleke MR1 
tech~nieken nodig. Voor het aantonen van neo-vascwllarisatie heet deze techniek 
dynamisch contrastversterkte M1RI, ohe l  DCE-MRI, 
Neo-ylascwie~saffe 
Neo-vascwlarisatie betreft de ontwikkeling en groei van bloedvaten op het niveau van de 
microcirculatie. Specifieke onderdelen van neol-vascularisat~te zijn de nieuwoming van 
haarvaatjes (capillairen) en de groei vali collateraal arterign wit paire&xlstente 
vaatverbindlngen. Neo-wasculiarisatie is essentieel in de vroege ontavikkelingsfase van 
een kwaadaardige tumor, maar ook in de vroegle herstelfase na een vaalafsluiting bij 
hart- en vaatziekten. Er rijn tegenwoordig dam ook therapiebn die nieo-vascwlarisatie 
kunnen remmen (te gebruiken bij kwaadaardige tumoren), ohe l  stimuleren (te 
gebruiken bij hart- en vaatziekten). 
DCE-MRJ 
DCE-MR1 is gebaseerd op het gedlurende meerdere minuten continu herhalen van een 
bepaalde MR1 meting. Tijdens d~eze dynamische meting wordt een cont~reslmiddel 
intraveneus toegedie~nd Vervolgens zal het contrastmiddel door het lichaam circuleren 
en si~gnaalveranderi~ngen teweegbrelngen in het bloed en i~n verschillende weefsels. Door 
deze signaallveranderilngen te vertalen naar concentratieveranderingen kan met behulp 
van een faairmacokinetisch model onder andere de snelheid worden berekend waarmee 
het contrastmuiddel vanuit de bloedbaan naar het omgevend,e weefsel lekt (het 
interslitilwrn, ofwell extrawasculaure ruimte). Deze zogenaamde 'endothelial transfer 
coeffnent' f l veenhe id :  mmo1 per minuut per IQ0 cm3 weefsel) is de grootheid die 
centraal staat in dit proefschrift. 
Gieschjkte contsastmiddeifen voor DCE-MR! 
In het verleden werd DCE-MRII uitsluitend in proefdieren uitgevoerd en daarbij werd 
gebruik gemaakt van experimentele contralstrniddelen die niet taegsstaan waren voor 
gebruik in mensen. Deze contrastm~iddellen bestaan uit relatief g~rote partikels die traag 
door het lichaam worden uitgescheiden en vrijwel alleen in weefsella die neo- 
vascwlarisetie vertanen naar hel inlterstitium lekken. Deze DCE-MR1 techniek kon dus 
niet op mensen worden toegepast. De in de dag~elijkse klin~ische praktîjlk gebruikte 
contrastmiddel~eiii bestaan echter uit kleine partikels die snel door het Ilichaam walrds~n 
uitgescheiden en ook snel naar zowel het intewtiliurn van weefsels die neo- 
vasculairisatie bevatten als van gezond weefsel lekken waardoor onvoldoende contrast 
tussen gezond en ziek zou ontstaan. Deze klinische cointrastmiddelen zouden daardoor 
mogelijk ongeschikt zijn voor DGE-MRI. Wet doel van de studie in HooMstwkc 2 was om 
te toetsen of zo'n klunisch beschikbaar eln dus klein moleculaur caintrastmiddel niet ook 
geschikt zou kunnen zijn voor DGE-MRI. Hiervoor werden de DCE-MRI resultaten bij 
gebruik van een klein ,moleculair MR contrastmiddel Gd-DTPA ( giebaseerd op het 
paramagnetische gadolinium ion) vergeleken met de DCE-IMRI resultateln bij gebruik van 
een relatief groot contrastmiddel 'USPlOs" (partikels met een superparama~netlsch~o 
ijzerkern). Er werd gekozen om gebruik te maken van het meest ga i~gba~ .~ !  model voor 
tumor neo-vascularisatie, namelijk mluizen met een onderhundse tumor. 
Bdide contrastmiddelen toonden een even sterke en signifemnte correlatie. tussen de 
DCE-MR! parameter #-fs en de mucrovaatdichtheid (MVCiJi als maat voor 
neowaecmlarisatie. Op basis van deze resiuilaiten werd geconcludeerd dat het klinische 
beschikbare klein molsculailre MR contrastmiddel G~I-DTPA even geschikt is roar 
gebrwik blij DCE-MRl als het experimentelle groot moleculaire MR contrastmiddel USPIIOI. 
/fS 1is &fhaflk&Juk van het moSecuw~g~wichI van het confrastmiddeS 
Ondainks dat vers~hillende MR contrastmiddelen evengeschikt bleken bestond toch het 
idee dat dl@ ,ffFCPS ahankelijk is van het soort wntirastmiddel en dan met name van het 
molecuulgewíchl. Immers naast de verschillen in snelheid van uitscheiding via de u~rine, 
zullen kleine corrkra8trniddelen (laag mollecuwl gewicht) mogelijk sneller lekken vanuit de 
bloedbaaiIn naar het intesstitiurn dan groot moleculaire contrastmiddelen. 
Om daze vraagstelling te benaderen werd (Wot~fd~stuk 3J nogmaals hetsehfde 
experiment gedaan als beschreven in hoofdstuk 2 maar nu met diendritische 
ccintraslmiddelen van verschillende grootte die zijn ontwikkeld in samenwerking met de 
vakgroep Macromoleculaire Chemie van de Technische WlniversileiX, Eindhoven. Deze 
dendritische contrastmiddelen hadden een oplopend molecwulgewicht [O,?', 3, 12 en 51, 
kBa) maar waren verder g~eheel identiek qua chemische samenstelling. 
De resultaten toonden een omgekeerde relatie tussen f % n  hek molecuulgewicht van 
de gebriui~kte contrastmiddellen. Met andere woorden: hoe lager het rnolec~uiulgewicht, 
hoe h o ~ e r  de es. Olp bas11s van de gevonden vesei~ltaten werd geconcludeerd dlai de PS 
bij gebruik wan grote contrastmiddelpartikels voornamelijk de daadwerkelijke 
permeabiiliteit van het vaatwandoppervlak weergeeft, en dat de /fS bij gebruik wan kleine 
pastikels voornamelijk de mate van doorbloeding reflecteert (in combinatie met de 
permeabiiiiteit)~. 
DCEMRI m.eet effectsin wan ant/fumor therapiedn op de neo-wasccrlarjsafie Sn 
expedment@le sefting. 
De bevindingen uit Hoofdstuk J kunnen van bella~ng zijn voor de keuze van het 
contrasitrni~ddel bij DCE-MRl onderzoek van neovascularisatie ter beoordeling van 
bepaalde therapeutische effecten. Eerdere PCE-MR1 studies konden bijvoorbeeld korte 
termijn effecten van een tlherapie die de neo-vascularisatie remt (anti-VEGF) enkel 
aantonen met relatief grote! en niet met kleine contrastmiddelen. 
In Woiafdstuk 4 werd daarom getaetst of DCE-MR1 met leen klein moleculair 
cantraskmiddel in~derdaad geschikt is om de effecten van antivasculaire anfhtumior 
the~rapie&n (anginex en TFdP-440) te kwantificeren. De resultaten toonden lagere / f s  
waarden nn tiurnoren wan muizen die behandeld waren met anginex of met TNP-470, in 
vergelijking met die vain onbehandelcle muizen. 
DCE-MR/ mest et"l@cten van radoSSlc4mpie ijni pafi&nfen met endeldarmEcssnker 
Anitivasculaire antitumar therapieën hebben inmiddels hun entree in de patiëntenzorg 
gemaalkt omdat gebleken is dat dlergelljke therapieën effectief zijn bij de behandeling 
ven pati~&nXen met kwaadaardige vormen van darmkanker. DCE-MR1 zou dan een 
geschikte techniek zijn om de effecten van deze therapieën Ie euallueren. De mogelijke 
meerwaarde van DCE-MRI is dat vroege effecten van de therapie gemeten kunnen 
worden alvorens macroscopische veranderingen zoals afname van de tumorgrootte 
meetbaar zijn. Maar er zijn ook bestaande kanker therapieën, zoals radiotherapie dre 
een effect hebben op de neo-vascularisatie. Er zijn zelfs berichten dat nieuwe 
antivasculaire therapieën een syneiyliistische werking zouden kunnen hebben op 
radiotherapie en dat deze dus als radiosensitizer zou kunnen dienen. Het onderzoek iln 
Hoofdshk 5 bepaallt hij patugnten met endaldarmkanker het afzonderlijke @Weicl vain 
neo-adjuva~nte radiotherapie op de tumor doorbloading. 
De resultaten toonden dat radiotherapie inderdaad een significante es reductie teweeg 
brengt in bestraalde turnoren en dus dat radioithempie de tumordoosbloedin doet 
afnemen. Deze bevindingen geven een mogelijke referentie voor toekomstige studies 
waar antivasculaire therapie als radiosensitizer toegevoegd zal worden aan reguliere 
sieaadjwsnte radiotherapie. 
D E - M R !  van spierdoohbeding na kraatafslurf/ng 
Met de nodige opgedane ervaring met DGE-MR1 in tumoren wef.cl de stap gemaakt naar 
DCE-MRI in perifeer vaatlijden. Hlervoor werd een konijnenmodel voor occlusief 
vaatll~jden geadopteerd. ln dit model wo~rdt de slagader in de lies (fernoraal arterie) 
chirurgisch afgesloten, met als gevolg dat de spierdooibloeding in de kuit- en 
scheenspieren acuut afneemt en pas na m~erdere weken herstelt. In Hoofdstuk 6 werd 
getoetst of DCE-biRI geschikt zou zijn om veranderingen in spierdoorbloeding te meten, 
door gebruik te maken van een klein moleculair contrastrni~ddel. 
De resultaten toonden een sterke daling van de spierdoorbloeding P?' direct na 
afbinden van de fernoraal arterie ten opzichte van de controle poot. Na 7 dagen was de 
doorbloedling (eS waarde)gedeeltellijk en na 21 dagen geheel hersteld. 
Er werd geconcludeerd dat DCE-MR1 geschikt is om verandering in spierdoorbloeding te 
meten in een model voor vaatafsluitinp. 
WX van coII8teraaS adeinen 
De groei van collateraal arterign rondom dle vaalafsluiting wordt gezien als belangrijkste 
oorzaak wan het herstel in spierdoorbloieding na afsluiting van de femoraa! arterie 
(Hoofdstuk 6). In H~oofdstwk 7 welrd getoetst af; een aangepaste MR angiografie (MRA) 
meting geschikt is om deze collateraal arteiien af te beelden. Het voordeel van een 
dergelijke meting is dat het eenvoudig is te combineren met een DCE-MRI metlimg, in 
eenzelfde sessie. Ondanks dat MRA minder collateralen abeelldde dan 
rOnXgenangiografie dit omdat de mntgentechniek meer detail kan afbeelden (ongeveer 
0,15 mm) dan MR angiografie (ongeveelr 0,3 mm), was er "toch een hoge 
associaliecaëficl~n tussen de twee beeldvormende technieken. Uit een eenvoudige 
modelberekening, gebaseerd op laminaire doorbloeding bleek dat de submi~llimster dikke 
arterign die met MR angiografie (en ook met rdntgenangiografle) werdeln eigebeeld voor 
meer dan 918% aan de bloedtoevoer bijdragen. 
Deze bevindingen gleven aan dat MR ang~iografie in staat is om collatsraal arteriën af te 
beelden die verantwoordelijk zijn voor hetherstel wan de bloedtoevoer rn een model voor 
perifeer vaailijden. 
Karakte'enseting van dendritische contrastrniddt3Sen 
Al werd in de bovenstaande hoofdstukken vooral de nadruk gelegd op de groatte van 
het contrastmiddIeU, er resteren nog mleer onderlinge verschillen tussen de genoemde 
contrastmiddelen die van belalmg kunnen zijn voor toepassing met MRI. Voorbeelden 
hiervan zijn het relatieve signaal versterkende effect van de moleculen, de circulatie tijd, 
onderlinge interactie en interalctie met bijvoorbeeld bloedeiwitten. Dleze elgeirrsclhappen 
werden geïnventariseerd voor de dendritiische contrasilmiddelen in Hoofdatuk 8 Geen 
van deze dendritische cantrastrni~ddelen~ toonde interacties met bloedlpllasmai eilwit%en 
Elk van de dendsitische contrasimidd~elen toonde uitscheldin~g via de urine (n~lieren @n 
hlaas), wat een gunstig gegecvreu7 Is in verband met toxicitert Een interessante bevinding 
was dat de hoglere generaties dendrjtische contrastmiddelen (hoog molecu~wlgewicht) 
een betere signaalversterking geven bij lage concentraties dan lage generaaities (laag 
malecuulgewicht), en bovendien een langere circulatietijd hebbenl. Deze eigenschappen 
zouden de hoge) gene~rabes derrldritische contrastmiddelen aantirekkelijk maken voor 
MRA wan nog kleinere collateraal artefign dan aangetoond in de studie beschreven in 
HlooMstuk J. Een hoge signaelversterking bij lage wncentraties is levens essentieel 
voor nieuwe onWikkelingen in MR1 op het gebed van mo8eculaire beeldvorming 
(molaciuilar Wmaging), waarmee bepaalde biochemlische smbctan~ties karakteristiek voor 
de onderliggende pathologie worden ged@teb:teerdl, bijvoorbeeld door intelractie Zussen 
en conbastmiddlell en ziekte specifieke reiciieptormolecwlen op een celopperwilale. 
GarncIusbris 
Dit proefschrifl llaat zien dat dynamisch contiras;tversterkte MR1 (PCIE MRl] een 
belangrijke toevoeging kan rijn aaiin de conweinticiniele morfollogische MR beeldvarm~ing 
dlaor iunicitio~nele informatie te versch~affe~n over neo-vasculariisatie in patilenten met 
kwaaldaardige Ium~oren en occlusief waatlijden. 
